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Procédé pour déterminer les origines biov-et/ou techno-synthétiques
de substances organiques et moyens pour sa mise enp veuvre.

La présenta invention concerne un procédé pour déterminer
qualitativemeat, le cas échéant quantitativement, les origines bio-

3

S5 et/ou techno-synthdiques de substances organiques. En effet, pour
des substances organiques de toutes sortes, l'indication de leur
origine peut &tre d'ume 8rande importance, notawment dans les domaines
de la chimie, de 13 biologile, de la chimie alimeqtaire, de la m&decipe,
de la pharmacologie et dans tous les autres domaines ol il {importe
10 d'élucider l'origice de Iadite substancae,

: Les quelques procédés comnus pour la détermipation de
l'origine de substances Organiques sont généralement basés sur la
ﬁise en évidepce d’hu ou de plusieurs produite secondaires ou d'impu~-
retés qui accompagnent de mapidre caractéristique la substance orga-

15 wuique considérée en fonction de son” mode de synth2se, La possibilite
d'éliminer ou d'ajauter up tel produit indicateur/marqueur, chimiquement
différent de la substance 2 examiner, entrafme l'inconvénient de
pouvoir fausser le résoltat d'uge éventuelle enalyse dans le seus
soghaite,

20 En conséquence, une analyse a 1'abri de toute falsifi-
cation ne peut §tre effectude que directement suxr la substance elle-
méme, & 1'Stat chimiquement pur. Une substance pure est repréeentée
pPar sa formule chimique structurale qui est identique pour un composd .
donné, guelle gue Bbit:son origine : biologique, technique ou mixte.

25 ‘ 11 convient donc de rechercher des différences
e#ractéristiquea et Teproductibles 3 l'intérieur de 1'identite
chimique, c'est-2-dire d'utiliser le fait que la formule chimique
structurale n'est qu'une approximation de la ré&alité moléculaire qui
couvre en effet des structures isotopiques différentes,

30 On sait en effet que, pour une substance donnée, i1

' existe dans le cadre de sa forpe structurale plusieurs espaces
isotopiques dénommfes couramment "isotopomdres". Leur nombre crott
rapidement avec la complexité de la molécule.'A titre d'exemple, on

indigue ci~aprds 1l'isotopie 'carbone-13/carbone-12 pPour 1l'acide
35 acétique :
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taux isotopique global
. = %, 12C dans 1a molscule
”
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. ). masee
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sotopomiresS Ci; - * CooH — Bo+l% TM+L
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%, ~CH, %, ~COOH
13

10 : taux isotopique positiompel = %, °C
¢ I
On définit aipsi, aussi bien pour ce cas particulier
que de manidre générele, & paramdtres d'idenmtification isotopiquet
2. Le taux isotopique global (a) qui correspond ici a
1'abondaace moyeane du carbone-13 dans les 2 positiops possibles..

15 b. Les grovpes de masse dans lesquels on trouve la
soume des comceatratioos des isotopomdres préseptant une massa iden-
tigque, mais upne ré&partition isotopique différente.

c. Le taux isotopique position par position. Il exicte
autaot de taux isotopiques positiocanels (c) que de nombre de pusitions

20 oon égquivalentes N susceptibles d'une substitution isotopique. Daus le

Izc ~> 130 est ¢&gale 3 2.

4. Lea esp2ces 3 identité isvtopique dgalement dénoumses
isotopomdres, L'isotopomdre constitue le véritable coxps chimique-

cas de l'acide acétique

élémentaire., Il y a ZN isotopumétes lorsqu'il y a N positions non

25 équivalentes, et 2 (N'+1) <%y lorsqu’il y a en plus N’ positions
équivalentes, et ainsi de suite. Alpsi, le nombre des isotopomires
pour l'acétate de odium est 22=4 par rapport A l'isotopie carbone-13/
carbone-12, 3+1=4 par rapport audeutériuvn/protium, Leur nowbre total
par rapport aux atoses de carbone et d'hydrog2ne est donc de 16.

30 ‘ L'étude des isotopomdres a d6ja fait l'vbjet de

nombreux travavx qui ont été effectuss em milieu hautement enrichi.



. . 8/32
8o 2001 1752 JAqPECO ® lo- 5261

0099810
3

A cet effet, on peut citer les références c¢i-apras concernant, d'une
part, les travaux en milieu havtement enrichi relatifs au déutérium

(E. BENGSCH, M. CORVAL, Préparation de 1'éthanol deutérid CHZDCHZOH.
Bull. So¢, Chim, Frapce 1963, 1867-68 - E. BENGSCH. Préparation de
5 quelques homologues isotopiques de 1'éthanol. Etude physico-chimique
des conditions de leur synth2se et de leur purification. Dipldme
~d'Btudes Supérieures, Faculté des Sciences de Paris, maj. 1966 -
E. BENGSCH, Préparation et apalyse spectroscopique des especes iso-~
topiques deutériées de 1'Sthanol Czns_nDnOH. Bull Soc. Chia. France
10 4B, 1971, 15 ~ E. BENGSCH. Isotopieeffekte in der Protonen- und
Deuteronenresonanz der deuterierten Howologen des Kkhanols. Comptes-
‘Rendus de 1'Assemblée de la Soci€té Chimique de 1a R.F.A.,
septembre 1971, p. 171-2 - E, BENGSCH. Contributipn a l'6tude de la
wolécule d'éthanol par résonance magnétique nucléaire. Deutdriation
15 et analyse poéitiannelle. Résonance du proton et du deuton. Effets
d'isotopie. Doc:otatjd'Etat, Université de Paris VI, juin 1972 -
E. BENGSCH, M. CORVAL, M. DELEAUMONY. Prdparation des Sthanols
deutériés Czﬂs_nDnOH. Bull. Soc. Chiwm. France, 1973, 1788-93 -
E. BENGSCH. Résonance wagnétique Nucléaire du  proton et du cerbome-13 :
20 effets d'isotopie ocbservés avec les wéthavols deutéries. Actualite
chimique, 1973, n°4, 100 - E. BENGSCH, M. CORVAL, G.L. MARTIN.
Analyse isotopique de.mélanges d'éthanols deutérics Czus_nHQUH.
Organic Magnetic Resonance 6, 1974, 195-9); d'astre part, les travaux
én milfeu hsutement enrichd relatifs au carbone-13 sont : (E. BENGSCH,
25 M. PIAK. Analyse des spectres RMN du carboge-13 pour quelques
acides aminQS'énrichis et les peptides correspoudants, Dans "Stable
Isotopes iﬁ the Life §ciencés". Agence Internatiopale a 1'Energte
Atouique 1.A.E.A., Vienne, Autriche, 1977, p. 197-206 - E, BENGSCH,
J.-Ph, GRIVET, H.R, SCHULTEN. Nop-statisticsl label distribution in
30 biosynthesis 13C enriched smino acids. 9e Conférence Internationale
de RMN dans les Systdmes Blologiques, 1-6 septeuwbre 1980, Bendor/
Marseille - .E. BENGSCH, J.~Ph.GRIVET, H.R. SCHULTEN. Nop-statistical
label distribution in bio-synthetic enriched amino acids. 2. Raturf.
36b, 1981, 1989-1996 - E. BENGSCH, J.-Ph.GRIVET, H.R, SCHULTEN
35 Inter - and Intramolecular isotopic heterogeneity ip biosynthetic 13C

~ enriched amino acids dauns Analytical Chemistry Sywmposium Series
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“Stable Isotopes"” vol. 11, p. 587-92 é&dité par H.L. Schmidt, H. Ftrseal,
K. Heinzinger Elsevier Amsterdam, Oxford, New York 1982,

En ce qui concerne les moldcules biologiques, {1 est
cdnnu que la répartition globale et positivonelle des isotopes n'est
ni statistigue ni oniforme (H.L, SCHMIDT et ¥.J. WINKLER dens Ber.
Deutsch Bot, Ges. 92, 1979, p. 185~191 et H. ZIEGLER dans Ber, Dsutsch
Bot. Ges, 92, 1979, p. 169-1B84), Elle varie au contraire en fopction
des perturbations des conditioas intracellulaitres du fait que les
systémes enzymatiques de la m2tidtre vivante préférent plus ou moins

l'isotope paturel majoritaire, c¢’'est-2-dire le carbome-12 au carbome-13,

le protium au deutérium, ete. I1 en zé€sulte pour les substaunces biolo-

giques une discrimipation em isotope lourd, créée avant tout par
quelques réactions clefs de 1a photosyothése. Certe discrimination
se maintiept essentiellement 2 travers le m&tsbolisme secondaire, le
cag &chéant égalemént a travers la shafne alimentaire plante-herbivore-
carpivore, de telle sorte que l'on peut espérer remonter 3 l'origine
végétale, c'est-2-dixe photosynthétigne d'une substance doanée,
lorsqu'on réussit 2 :

1. déterminer uo nombre sufffsant de paramitres isoto-
piques a, b, ¢, d; '

2, systématismer, malgré la complexité des £lux meEtaboliques,

le phénom2ne de la répartition isotopique, c'est-3-dire se baser sur

'des stendards reproductiblee et prévisibles.

On a constaté notamment que, danp une molécule donnée,
les groupes 3 caract2re hydrophile, tels que par exemple -COQB;—CHnOH
avee n =0, 1 ou 2, at/ou les groupes facilement recyclables pendant
le m&étaboliswe, tels gque par exemple le groupe -COUH,sont enrichis en
isotope lourd par rapport & la teneur isotopique moyemne de la
molécule, alors que les groupes hydrophobes, tels que par exemple
-cas ou ~CH,~, sont appauvris eu isotope lourd.

Au coatraire, pour ume substance organique cbtenue par
syuthdse technique, la répartition en isotopes est différente et
tend 3 8tre homogine, car les procédés de synthése fouctionnent
avec des rendements proches de 100%, Ils évitent la ramification du
£flux de la matidre; la totalité de ceile-ci ou presque est comvertie,

les cowmpusitions isotopigues initiales et finales des fractions
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meléculaires impliquées dans la ré€action sont tras proches. .Les
cas de disproporticns isotopiques Tencontrés dans les procédés de
synthése sont limités 2 quelques positions et. prévisibles en
fonction du procédé de synthése utilisé.

Il en résulte que les caractéristiques isotopiques
d'une substance donnée devraient permettre d'identiffer 1l'origine
de celle-ci.

Ov a d&jR proposé de déterminer l'origine d'une
substance organique PaT mesure, en abondaﬁce naturelle, du taux iso~
10 topique positiomnel du deutérium.par résonance magnétique nucléaire,

A cet effet, ,on peut citer l'arricle de G.J. MARTIN et M.L. MARTIN
paru dams Tetrahedroo Lettexs vol. 22, n® 36, p. 3525-3528, 1981,
Cependant, étant donné que l'eau lourde est un produit industriel
bon marché, on peut par sop adjonction fausser le cas échéant le
15  résultat d'une telle détermination’dans un seps souhaité. De plus,
une telle déterminatiom peut parfois u'dtre significative que de
l'environneméné de la substance 2 examiper, ce qul permet alors de
définir plutbt les conditions climatiques de sa biosynthse, sa
ptovenaﬁée géogtaphiq&e:et'd'adtrés facteurs lifés au wilieu agueux
20 des'ﬁiosyuchéses. En effet, on a constaté que, par exemple, 1'alcool
éthylique présente, en fonction de son origine, des modifications
assez specteculaifes de son taux de deutdriuvm. Cependant, 1l s'est
avéré que ces modifications sont extr@mement semsibles aux facteurs
d'envirounement définis ci-dessus.et & la morphologie de la plante,
25 de telle sorte qu'elles ne peuvent pas dans tous les cas sezvir
d’'unique crit2re pour déterminer 1l'origine biologique et/ou synthé-
tigue d'un alcool. -
I1 est donc nécessaire de déterminer d'sutres caracté-
ristiques isovtopiques significatives de l'origine bio~ et/ow techno-
30 éynthétique'ﬂ'qne substance, par exemple d'un aleool.
‘f iu€qu'a présenﬁ, il n'a &été possible de dé&rterminer,
en abondancélnutur911§ pour 13 carbone-13, que le taux isotopique
global (a) (par combustion totale de la molécule) et, de manikre
pPrécaire et incertaine, les groupes de masse (b). Par aslleurs, on
35  a tenté de déterminer les facteurs (¢) et (d) selom la technique,
comprenant des dégradations chimiques quantitatives, la combustiom
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des fragments Tecueillis & 1'Stat pur et sans perte et la epectro-
métrie dé passe des produits de combustion (CO,, H,0). Cette
techuique est trds longue & réaliser, limitée 3 quelques composés
particuliers tr2s simples et elle est peu fiable car elle exige des
réactions chimiques susceptibles d'’entrainer elles-m@mes un frac-
tiosoement isotopique.

On a maintenagt trouvé un nouveau procédé pour
déterminer gsalitativement et/ou quantitativement 1l'origine d'une
substance 6rganique doonée, qui consiste 3 détermimer la répartition
tsotopique positionnelle d'au moiuns vao isotope léger, stable et

magnétiquement actif autre que le deutérium par résonance magnétigue

15

20

5

30

35

oncléaire quantitative. Sous &on aspect géuéral, le procédé de
1'i{nvention consiste 3 enregistrer par résopance magnetique
anucléaire guantitative par trapsformée de Foutrier, dans des condi-
tions assurent une sensibilité suffisante et upne parfaire propor-
tiounalité entre le nombre de noyaux résonnants et 1'amplitude du
éigna1,41es sbecﬁres des noyasux concernés, en particulier ceux du
carbone=13, 3 calculer la surface des différentes raies et 2 comparer
ces surfaces per rapport 3 la moyenge desdites surfaces.

'Le procédé de l'inveution rend accessibles de fagon
i{nattendue les paramdtres (c) et (d) définis ci-dessus, en abondance
naturelle, malgré les praéjugés techuigques ‘exlstants motamment pour
le carbope-13 selou lesquels : ' -

1. on ne pouvait pas réaliser par RMN, en particulier
du carbope-13, unme apalyse quantitative assez précise pour déceler
les différences des abondapces isotopiques naturelles, telles gqu'elles
résultent de la faible sé&lectivité d'une séquence de réactions chimi-
ques et ‘biclogiques ;

2. §i cela s'* &rait avéré possible pour quelguescas

iexceptionnels et en wilieu enrichi, il &tait impensable jusqu'a

‘préseat d'effectuer i1a m8me détermination sur des composés présen-

taut séulement une abondance naturelle, par exemple em carbone-13;

. _' 3, las éventuelles r2gles trouvées pour la répartitiom
1utramclécul#ire'(c) systéuwatique des isotopes cans les biecmolécules,
régles é&tablies pour les milieux enrichis, me 578t pas transposables

aux compusés form€s sous conditions d'asbondance isotopique naturelle,
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L'exploitation quantitative du spectre R.M.N. de la
substance @ examiner peut &tre effactuée par planimétrie, par inté-
gration gutumatique et/ou par simulation spectrale itdrative,.c'est—a-
dire en wodifiant pour chﬁque isotopomdre contribumt au spectre global

et dunt oo connait les parawétres spectroscopiques, son poids jusqu'ad ce

‘que les spectres calculés deviapnent identiques aux spectres enregistrés.

Selon un autre mode de réalisatiun, on peut avantageu-
sement procédsr 2 une mesure différentielle par rapport 2 une posi-
tion donnée dans la molécule prise comme référenée isotopique internpe.

Un autre mode de réalisation comsiste dans 1l'enTtegis-
tremeunt, dans des conditions identiques, des spectres en module. Ce
mode de réalisation accentue la faible différeuce qui existe entre
les différents signaux, c’est-2-dire que les pics les plus faibles
sont diminués et 1es p:cs les plue grauds sont relativement augmentés,
de telle sorte qu 'on peut qualxtativemeut recomnaftze plus. facilement
1es posxtxons enr1chxe- ou appauvrxes en carbone+~13 sans iuntégration.
v L“exploicatiou quantztative de 1' isotopie intramolécu-
lalre réalisde’ selon 1'invention peut &tre avantageusement complétée
par 1a’ déterminat1nn des groupes' 2 masse £gale (b) par spectrométrie
de wasse, de préférence 2 désorbtibu hat champ, méthode sans fragmen-
tation des molécules et de ce fait particulizrement apre 3 des
déterminations 1sutuplques quantitatives. Cette méthode qui utilise
de préférence la catiopisation 2 1'aide d'un métal mono-isotopique
comme le sodium convient particulidrement aux molécules biologigues
qui sont dans la plupart des cas des molécules polaires peu volatiles
et sujettes 2 fragmentation et le cas échfant relativement compli-
qufes; les wéthodes Elassiques de la spectrométrie de masse ne
laissent espérér auecun résﬁltaf poui te type de molécules, L'obten-
tion slmple, raplde et yréczse ‘des’ valeuzs pour les groupes de masse
(paramétras a et b définis précédemmEnd est assurde par l'uvtilisation
d'un enregzstreur permettan: 1! accumulation de spectrea (W.D. LEHMANN,
H. R SCHULTEN Quant1tat1ve‘¥eld desorptxon - Massenspektroskople Vi,
z. Anal Chém. 289 1978, 11-15 - n.u SCHIEBEL, H.R. SCHULTEN. Depletion
of 13Carbou in' tbe Biosynthesis of' Vitawmin 512' Na:urwissenschaften 67,
1980, 256-257). En outre, cette wéthode a 1'avantage de n'exiger

que quelques microgrammes de substances.

12/32
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Ainsi, selon un mode de réalisatiom préféré de
1'i{nvention, on tombine, pour déterminer l'origine bio- et/ou
techno-synthétique d'une substance organique, la résonance magnétique
nucléaire quaatitative et la spectrométrie de wasse, de préférence

5 a désorptica par champ. Dans ce cas, les intensités positionoelles
déterminées selon l'invention peuvent grre exprimées en taux absolus
de carbone.

Pour le mise en peuvre du procédé de 1*invantion, 1la

substapce 3 examiner deoit 2tre en solution relativement concentrée.

10 L'asservissemeat champ-fréquence est réalisé soit sur la résonance
deutonique du solvezt, si celui-ci est disponmible sous forme deutéride
(Dzo, CDCl3 ou aimilairés); spit sur une substance Qeutériée miscible
au mélange solvant/substance a examiner, soit sur un corps de
référence placé dans un tube coaxial,

15 | On indiquera cl~-aprds les conditions particuliérement
pré&fézrées ﬁour 1'enregistrement par R.M.N. des spectres des substances
‘a esaminer, qui‘assﬁfent pue sensibilité suffisante et une parfaite

tﬁrobdr;ioﬁnafitégaﬁfie le pombre de poyeux résonnauts et l'amplitude

' du ‘signal ': RS
20 ' - ' ~ 1'apgle de nutation est de 90°,
~ le powmbre de passages accumulés doit étre'compxis
eatre 100 et 50 000, de préféreuce evtre 5 000 et 20 000, avauta-.
: geusement de 5 000, '
- la ré€sclution mumérique doit &rre cumprise emtre 0,8
25 et 0,05 Hz/poiut, de préférence 0,1 3 0,2.

: la digitalisation du signal doit &tre réalisce avec
goin. Si le nombre de points par hertz est trop faible, les aires
mesurées pour les raies fines sont sous-&valuées, ce qui fausse
ainsi l'analyse isotopique.

30 Pqur,éviter cet inconvénient, oun doit soit :
' &) comparer préférentiellement des laxgeurs semblables,
i S)'cﬁ?isir une Tésolution pumérigue telle que la zale

‘ "la blus fine soitlxeprésentéa per au moins 10 poiuts,

-

Lo k

i

Al )
¢) choisir un algorithme d'incégration tel que 1'exxreur
35 de tromcation goit inférieure 3 0,5%,
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d) rendre toutes les largeurs pratiquement semblables
soit par une multiplication exponentielle du signal avant la
transformée de Foorier, soit par additfon 2 l'échantillon d'un
agent relaxant,

On réalise un découplage total des pProtons. Pour &viter
toute altération du résultat par des effets d'isotopie sur 1'effet
nucléaire OVERHAUSER, on supprime ce dernier par la mSthode de
l'irradiatioun alternée décrite par R, FREEDMAN, H.D. HILL et
R. KAPTEIN (Proton-Decoupled NMR Spectra of Carbon-13 with the
Noclear OVERHAUSER Effect Suppressed. J. Magn. Res. 7, 1972, 327-329).

Pour éssqtar lel fétablisaement qQuasi parfait de 1'équi-
libre de BOLTZMANN aprés chaque irradiation, on vbserve apréé chaque
passage un temps d'attente Ié qui correspond &8 10 fois les temps de
Telaxation Tz peu différeut de Il du noyau le plus lent.

Afin de réduite les temps de relaxation du cazrbone-13
2 des valeurs de 1'ordre d'une seconde, on ajoute des agents relaxants
connus tels que, par exemple, le trichlorure de gadolinfum. Quand
l'échantillon pe doit pss dtre contamind par des ions paramagnétiques,
il faut accepter unme durée d'enregistrement plus longue pouvaut
atteindre plusieurs jours loraqu'on veut tenir toupte descarbones
quaterpaires,

En cas de superposition des sigpnaux 2 analysex ou
lorsqu'on veut déterminer des isotopomires (paramdtres d), on procdde .
3 des simulatioms Spectrales :(programmes BRUKER IIR CAL et LAOCOON 4 B)
en wodifiant itérativement la contribution qu'apporte chaque espigce
isotopique au spectre global, le cas &chéant 3 1'aide d'une plani-
wétrie différentielle entre les spectres expérimentaux et simulés
jusqu'a ce qu il y ait identité. Pour ce faire, i1 faut tenir compte
des param2tres R M.N. : pusitions des signaux, les largeurs des
raies, le cas échéant des couplages et des effets d'isotopie sur
Ces parameétres,

En général, les signaux du carbome~13 sout Telativement
espacés et certains spectromdtres de R.M.N. ne possiddent pas une
caractaristique d'intensité (courbe de réponse) rigoureusement
identique sur toute la largeur du spectre dans le domaine de
fréquences utilisées . En général, cette courbe de réponse est
princlpalemeuc détermiuée par les caractéristiques du filtre
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passe-bas utilisé avant ie convertisseur analogue numérique. On peut
s'affranchir en partie de cet effet en choisissant une bande passante
bien supérieure , par exemple trois fois supérieure & la largeur spec—
trale intéressante. Cependant, ceci entraTome une diminhtion importante
5 du rapport signal/bruit, donc de la sensibilité.
On peut partiellement parvemir & Eliminer cette source
d'erreur em enregistrant les spectres des composé&s biologiques et

technlques a compare: dans des conditions rigoureusement identiques.

; |

Cependant, le moyen idéal pour palier cet inconvénient con-
10 siste & calibrer le spectromdtre avec um tube de calibrage contemant un
mélange défini de compos&s qui me produisent chacun qu’?ne seule raie
eu R.M.N. pour un isotope domné et dont on commait pour chacum la teneur
isotopique globale. Ce tube de calibrage comsitute un autre objet de
1'invention. Les composés constituant le mélange de calibrage sont pour
15 ' la R.M.N. du carbone-i3 des compo§és 3 carbones Equivalents, tous wmis-
cibles emtre eux dans des proportions données, stables, inertes les wums
par rapport aux autres et décomposables par: combustion. '
' ‘Le melange de calibrage préféré est um m3lange de composés
en quanti:es sens1b1ement ggales en carbome-)3, dont les raies sont es-
20 pacee.s sur toute la largeur du spectre de fagom relativement rEguliire.
A tx:re d'exemples de ‘mélanges de calibrages appropnes aux
f:.ns de 1°' 1nvennon, on citera le mélange dans 1'sau lourde des Compos&s
suivants pour lesquels on a indiqué eatre paranth@ses. la position relati-

ve de lzur s:.gna.l par. Tapport au dim8cthylsulfoxyde, exprimée en ppm et
25 couwptée pOSLtzvament vexs les champs faibles.
i ' - thiocyanate de sodium NaSCN (+ 100 ppw)
P ' - urée NH, CO NH, (+ 70 ppm)
diméthylsulfoxyde (CHB)Z SO
glycol ((2112011)2 (-13,6 pom)

30 - alcool méthylique CH,ORH (-23,7 ppm)
en des quantitds telles que chague composé apporte la wéme quantité
mola:,re de carboue.
L'iavention a &galement pour objet le tube de calibrage
contenadt um melange du type d&fini précedzmment, le tube &tant de
35 .

préference un tube scellé.

i [ 1
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Le calibrage interme du Spectre peut Etre automatisé 3
1'aide d'une fopction pelynowmiale de compensation. On introduit alors
dans 1'ordinateur les caractéristiques du mélange de calibrage, on
enregistre le spectre du mElange de calibrage et 1'ordinateur établit
tne fopction polynomiale de compensation qui neutralise les £luctua-
tions daps la courbe de réponse du spectromdtre, de telle sorte que
pour chaque signal, iudépendamment de sa position, .1a surface devienne
strictement proportionnelle su nombre rxéel de noyaeux. C, .
La mise en oeuvre du procédé de 1'invention ne nécessite

- Pas 1l'utilisation d'un &talon de référence.

Le procédé de 1'invention pernet de dé&rerminer l'origine
bio et/ou techno-synthétique d'une substance donn€e en confromtant
les caractéristiques isotopiques obtenues Par le proc&dé de 1'invention
avec célles de substences témoins ou substances de réf&rence.




20-Sep- 2001 17:54 JA,aP ) e No.6260 P. 17/32

0099810
12

Bu l'absence de telles aubétances témoins, le procédé
de 1'1nvenclou permet également de dounex des indicatiome suor
l'origine de la substance en utilisant comme moyen standard
d‘analyse uge matrice de répartition isotopique prédéterminée par

5 la formule chimique structurale, schéma isotopique interme selon
lequel, en particulier pour 1%&16ment carbonme, les groupes B
caractare hydrophile et/ou facilemeunt recyslables pendant le
oétabolisme. sont enrichis en isotope lourd par rapport 2 ls
teneur. isptopique moyeune de la molécule, les groupes 3 caractre

10 hydrophobe par coptre sont appauvris en isotope louzd.

Dapns le cas de mpléculas complexes, il est suffisant
de déterminer quelques-uns des 2M@'+1) (N"'42) ... isotopomdres
possibles, T respectivement en preoant en considération seulement
certaines, de préférence deux positions particulilrement Tévsla~-

15 trices, quant 3 ‘leur taux eu isotope lourd, l'um pat Tapport 3
‘1'avtre. ' _

Le spectromttre R,M.N. utilis¢ pour la mise en oeuvre
de 1'£nveutiou peut avautageusemeut étre couplé avec un microproces-
'seur, " dans lequel opn mEmorise d'abord des compositions isotoplques

20 5atandards, par exemple pour les substances en provenance de plantes
Cys C,s CAM (mécanisme mixte emtTe C; et C ) oy de cultures sous-
marines et pour les substauces techuiques., On peut &galement intzro-

duire certains facteurs corrsctife empiriques qui tienuent compte. de

. facteurs climatigues, géographiques de 1'envi¥onnement et de la wor~
B phologie de la plante d'origine, facteurs qui provoguent des fluctua-
tions isotopiques. On introduit ensuite dans ce microproeesseur les

caractéristiques spectrales de 1‘&chantillon, en particulier celles
concernant l'isotope carbone-!3.

On notera que le procédé de 1'invention est avanta-
30 geusemept réalisé #vec 1'isotope carbone-13, mais peut également
gtre effectué pour l'azote-15, 1'oxygéne-17 et le soufre-33.
De plus, on peut combiner la détermipation de l'isotopie
du carbone-13 avec celle du deutérium ou des autres isotopes cités
ci-dessus,
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L'invention va 8tre maintepant illustrée par les

exemples non limitatifs ¢i-apr2s, dans lesquels on utilise le symbole
~

CH3 ~ COOH péur caractériser semi-quantitativement yne

hétérogéﬁzité intramoléculaize typique d'up acide acétique plus
P3uvre en carbome-13 mérhylique et plus riche en carbope-l3 carboxy~
lique. .

Les spectres enregistrés selon les exemples ci-aprés
1'ont €té sur des spectrométrea BRUKER WH 90, WP 200 SY et WM 400,

Exemple 1 ; dStermination de l'oTigine de 1'acide acétique.

La méthode est basée ici sur 1'unique détermiuatian
par R.M.N. quantitative du Tapport intramoléculaire 13 CH /13C00E
L'acide acétique est un composé~clef dans la biosynthase.
Cette molécule ultra=-simple est pratiquement la seule pour laquelle
on a réussi 2 déterminer les distributions internes du carbone-13
par la technique antérzeure (voir E.R. SCHMIDT, H, GRUNDMANN, I. FOGY,
Int:amolecular C/ c Isotope Ratios of Acetic of Biological angd
Techmnical Orfgin. BLOmedlcal Mass Spectrometry 8, 1981, 496-490 -
W G. MEINSCHEIN ¢.G,L. RINALDI J. M. HAYES, D.A. SCHOELLER, Intra-
molecular lsotopic Ozrder in Biologically Produced Acetic Acid 1,
1974, 172+174). Les résultats sont donc connus et le composé sexrt
de gubstaunce-test’ pour-le' procéde selon l'invention.
Préparation des €chantillons : l'échantllIOn purement biologique (1)
a4 &€t8 obtenu & partir d'un vipaigre de vin 8,5° résultent d'upe

fermentation de surface "3 l'ancienne” pendant 21 jours (vinaigre
"Vieille Réserve" MARTIN POURET, ORLEANS). Daps une installation a
extraction continue, on extrait ] litre de ce vipnaigre par 1,5 litre
d'€cher isopropylique pendant’ au moins 24 beures. L'acide acétique
ainsi extrait est isolé et purifié par distillations fractionnéges,
On obtient env1ron 60 g d'acide acétique, qui reproduit essentiel-
lement 1la compos;t;on en carbone-13 de 1l'éthanol du vip de départ,
_Comme échaut;llou d'origine technique (II), on a
utillsé 1'acide acétique glacial de RIEDEL-DE-HAEN (SEELZE,
R.F.A). Ce compose est fabriqué 2 partir de l‘éthyléna, produit

18/32
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secondaire du procédé de craquage du pStrole, par oxydaticn de
1'acétaldehyde (procédé WACKER‘HOCBST) L'acide acttique, obtenu a
partir de cst acétaldshyde, est ensuite utilisé pour la fabrication
d'acétate de polyvinyle. Pax hydrolyse partielle de ce produit, om

5 prockde 3 une récupération d'une partie de cet acide acétique. Cet
acide acééique dit de récupération est particulidrement pur du point
de vue chimique et vendu tel quel. Plusieurs étapes de ce mode de
fabrication sont susceptibles d'eptraliner un fractiomnement des
isotopes du carbone tel que le taux en carbone-13 du groupewent

10 carboxyle se trouve dimioué unilatéralement. Selou l'invention, omn
& trouvé que cette répartition isotopigque est inverse de celle pour
1tacide acétique d' otig;ne bio-synthétique,

On a également utilieé un wmélauge &quimoléculaire (ILI)
des échantillons (I) et (11).

st o a utilxsé comme quatTidme &chantillop (IV) 1ltacide

! acgtique glacial de MERCK (DABMSTADI R.F.A.), pour lequel on a

‘trouvé une distributlon jptramoléculaire strictement "bivlogique'.

Ou'a constaté ultérieuremenc que ce produit provieat de la distilla-
tion dy bois.

20 ' ' Aux quatre &chantillons d'acide acétique, on &8 ajouté
eaviron 20% en volume d'eau lourde, Par adjonction de traces de
trichlorure de gadolinium (GdCl, ), on & établi un temps moyen de
relaxation magnétique T, du carbone-lB woisin d‘une ‘seconde. L'Echan-
tillop était slors de 0,002 3 0,005 wolaire par rapport au gadolinium,

25 On a ajouté du sel disodique de l‘'acide éthylenediaminotétracétique =
'gDTA (TITRIPLEX III, MERCK) comme complexant, en quantité molaire
double par rapport au gadolinium,

:Mesure de la répar:ition isotopique par résonance maguétique nucléaire
' .

du cerbuue-13. .
30 On prend soin d'asaurer un rapport signal/bruit suf-
£isant st uﬁe parfaite proportionnalité entre le nogbre des noyaux
résonnants et 1° amplitude des signaux em réalisant les conditions

!f expétimentales suivantes.

; On & procédé 3 une simple intégration des deux signaux

35 de carbome-13 qui sont &loignés de 160 ppm.
10 000 passagss, 0,2 : Hz/point, T; = 10 s,
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Selon le type de sonde R,M.N., on & utilisé 0,7 ml
(tubes de 5 mm) ou 2 ml (tubes de 10 mm) de 1'échantillonm.

Distinction de l'origine de l'acide acétique,

Pour chaque échantillon, on é calculé la surfiace des
deux signsux du carbone-13, oo 8 fait 1a woyenne de ces surfaces et
déterminé 1'écart A\,

§ _ -8
N\ = _DBX min
S
o
smax = surface du signal gqui correspond & la position

la plus riche en 013

smiﬁ = gurface du signal qui correspond 23 le position
1a mwoins riche en 013

S = moyenne des surfaces de tous les signaux pour
la wmolécule

Taux relatif positiounel
Echantillon en carbone-13

CH, -~ COOH
1 I—I 4 = 4 127,

A meocccccews -
I1 L—-z D = < 10%,

III O———0 a0

v Y—-—I a = + 127,

| V i ——

Le procédé selon l'invention permet domc de faire
d'une maniére directe, rapide et non destructive une distinction
nette entre l'acide 100% 2 base de vin (I) qui présente une posi-
tion hydrophile (~COOH) 127% plus riche en carbome-13 que la position
hydrophile (Cﬂ3) et 1l'échantillon technique utilise (II) ol le
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sitvation est presque ionversée. Ces résultats sont en accord avec
ceux obtepus 3 1'aide de la techmique antérienre. Dans un m&lange
coume 1'échantillon (II1), les concentratioms relatives peuvent &tre
déterminées avec une précision d'environ 20% avec les apparells

5 actuellement sur le marché.

Exemple 2 : détermination de 1'origine d'ascides aminés, particuli2rement
de l'acide aspartigue. '

Les conditions expérimentales somt idemtiques 3 celles
décrites daps 1'exemple u’® 1.
10 Préparation des &chantillons,

On a utilisé les acides aminés sérine (Ser), thréonine
(Thr), acide glutamique (Glu) et ecide aspartique (Asp). Leurs isomdres
Dpt}_ques L provianueut des firmes MERCK (DARMSTADT, R.F.A.) et FLUKA
(BUCHS ‘Suisse). Ils sont fabrlqués en culture sous-maripe par des

15 mutants de micro-organismes qui produlsent s€lectivement va senl
‘acide amlné Pour Asp, ou a examlné également le racémate D/L, produit
d'origiue‘technique, qu1 ‘est’ £abriqué 2 partir du gaz ‘de craguage
“du b%tréiéion'de gaz ée.édketie, pat l'intermddiaire de 1'anhydride
maléique.

20 . ' <. 'Oaa §répar€'de§ solutions de ces acides aminés dans
i1'dau lourde. Afin d'augnenter la solubilité, on a établi um milieu
acide (acide chlorhydrique). Pour réduire les temps de relaxation
‘du carbone-13, on a ajouté des traces de chlorure de gadolimium
comme décrit précédeyment. .

25 Résultats
j Les caractéristiques isotupiques suivantes ont &te

‘determinées pour les trols échantilloms sulvasts :
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Echaui:il'lop Origine | Concentra- | PH Détermination semi-quanti-
tion tative :
mol/l taux relatlf positionnel en
carbone-13
’ ca, |
1~-Ser biol. 4,5 2,2 A~ oag,
COOH CH CH
. 1 GIB
L-Thr biol. 2,5 0,5 ———~o——~L—— A=157,
10 COCH
Neww
l cmxaz , cg, J
L-Glu biol. 2,0 0,1 6 Ae172,
coon i
- v v Yoo o

On donpe ci-apraés les résultats chiffrés obtenus pour
15 1'acide aspartique L-Asp (origlme biologique) et D/L-Asp (racémate-
qrigiﬁe technique).
Les deux spectres ont &té enregistxés Aana des
conditions strictement identiques, de sorte gque la courbe de

Tépouse du spectromdtre est la méme,

20 . L-Asp [b#ologique) D/1-Asp (techmique)-
Jgroupes unités de *| différence en %, | unites de® Diffé&reunce em %,
surface par rapport & surface pPATr rapport 3
: la moyenme la moyenne
€0 1998 ¥ 10 + 2 1906 - 28
25 [¢'0 2023 ' + 15 1996 + 18
C. 1973 - 10 1990 + 15
& ‘_ 1979 - 7 1950 -5

30  # mesuré€es avec un plagimdtre (OTT, type 131 L, KEMPTEN, RFPA) permettant
une précision de O,}! Z en utilisant un bras de tragage de 50 cm.
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On peut 8 partir de ces résultats représenter
schématiquément les deux acides aspartiques de la mani2re suivante :

1L~-Asp

D/L-Asp X ok T Ib

Comme cela a déj3 &t& observé pour 1'acide acetique’'d'origiae bio-
logique, oa trouve pour tous les acides aminds biologiques des tableaux
ci-dessus que les positions 3 caractére hydrophile et/ou facilement

feéyclables pendant le mé&tabolisme sont enrichies en carbone-13 par
Tapport 3 la tenenr isotopique moyerne de la molécule, les positions
3 caractére hydrophobe par contre sont appanvries en ce wme isotope,
Le groupement Ca des scides aminés ce comporte comme une positiom a
caractére hydrophobe.

11 n'était pas prévisible que la complexité quasi
illimitée des interactioas biologiques aboutisse 2 un schéma de répar-
tition isotopique finale aussi simple et généralement valable, schéma
qui, dans son application analytique, permet ume premilre orientaticn
rapide, sans obligation d’avoir recours 2 un composé de réfdrence.

L'acide aspartique technique (D/L) présepte une répar-
tition isotopigue presgue inverse de celle observ@e pour le composé
biologique (L-Asp). Bien que les deux produits soient considérés comme
étant chimiquement identiques, le procédé selon l'invention permet de
déterminer sans ambiguité leur origine respective,

Le taux isotopique global em carbome-13 (paramdtre a3 défini
ti-dessus) g €té déterminé pour l'acide glutamique L. La wolécule
contient 10,75 I.lac par rapport 3 la totalité du ecarbone (lzc_+13C) ce
qui Teprésenre un appauvrissement de 0,27 Z en valeur absolue lorsqu’en
préud comme référence 1'abondance naturelle de cet isotope (11,12 Z.I3C).
L‘apﬁauvrissement relatif emn 130 de ce compus& est donc de 25 %, . Pour

obtenir le taux global en carbone-13, on utilise de pr&férence pour les

petites molécules (( 20 atomes
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de carbone) la combustion totale et l'amalyse du rapport 13002/12C0
(technique ancienne), alors que, pour -des molécules plus grandes, la

spectrométrie de wasse 3 désorption par champ est plus avantageuse,

Pxemple de téalipation n® 3 : deétermination de 1'61'_:{.3111@ de l'alcopl
5 gthylique

L'aleool éthylique présente, en fomctiou de son origine,
des modifications assez spectaculaires de sog taux en deutérjium.

Q qusqu'on compare les alcools de différentes origilues bio-syuthétiques,

on touche également le probléme important de la chaptalisation des vims.

10 L'origine d'un alcool n'a pu &tre détermiude jusqu'd présent qu'em
utilisant simultanément les taux isotopiques globaux (paramdtre a)

v et positionnels (paramdtres c) et en deutérium et en
carbone-13., Les effets sont moins epectaculaires pour le carbome-13,
mais moins sepsibles aux facteurs variables de l'environmement,

15 Le procéds selom 1'inventioun basé sur la détermination
des rapports des isotﬁpoméres essentiels de l'alcool (param®tres d)
permet une détermination précise de 1l'origine. Parmi les
quﬂ'ilj (N"41) '= 22(3+1) (2+1) = 48 isotopomdres poﬁsibleé de
1'&thénol

20 N g poeitions non &quivalentes du carbone,

o N = 3 positions équivalentes d'bydrogéne méthylique,
; N = 2 positions ¢quivalentes d'hydrogdne mEthylénique, '
le protog hydroxylique échaugeable n'étant pas compté;les Bix isoto—
pomérea suivants particlpent avec une probabilité plus €levée

25 gque 0,01% : CH3 CH OH, IBCH CH OH CH3 CH OH, CH 13CH OH,

3
12011 'DIZCH.ZOK et lzCﬂauCHDOH Dans le tableau ci-dassous, le
rapport de ces isotopomdres Tressort semi-quantitativement.

Préparation des échauntillomns

l,es alecools ont &€té préperés et/ou extraits selon un
30 procsdé classique (L. GATTERMANN, H. WIELAND, Praxis des Organischen
Chemxkers, Walter de Gtuy:ex—Verlag, BERLIN, 1954, p. 350-1),

SN

_ On & utilisé de 1'alcool en provenance d'un vin de
Eﬁﬁlé f0uge 10° de Béziers et d'um vin rouge d'Algérie 12° qui ont
3 peu prés les memes caractéristiques isotopiques {échantillom 1),
35 d'un vin blanec Sylvaner 10° qui montre ume chaptalisationm (II), de

1'alcool de provenance de sucre de betterave (II1), de sucre de
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canne et glucose de mals (IV), On a dgalement examiné un alcool
techno-systhétique (V) A base d'éthyline, gaz de craguage de produits
de pétrole,

Résultats '

5 Les résultats semi-gusntitatifs sont présentés dans le tableau
-suinzaﬁt s en urilisant povr la répartition positionnelle des isotopes
le symbole défini et d€ja utilisé ci-dessus. Les taux isotopiques
globaux (appauvrissement en isotope lourd) obtemus en utilisant
comme étalon imtermédiaire un &chantillon dEFfini d'amidon de blé&

10 sont exprimés en %, par rapport au standard isotopique international
tel que défini par H. CRAIG Geochim Cosmochim. Acta 12,133149 (1957)

taux isotopique (%)

Bcbantillon deutérium carbone~13
global positiommel | global | positionnel
Ch,D—__

15 ’
I (vigue) - 50 i—-L - 25 o3
—~=¥  _CHD- .

>4

A

1I (vigne + sucze) - 40

I1I (sucre betterave) ‘= 20 I—I - 20
~

TLLLY

20 |IV (sucre cemne, glucose - 20 - 5
de ma¥s)
V  (produits pstroliers) - 60 o——o - 30
A = 10-30%, Do 10-157,

Une distiuction npette entre les alcools biologiques (I-IV)

25 et 1'alcool technique (V) se manifests par tous les param3tres.
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A l'intérieur des échantillons binlogiques, la différence
est trds-nette entre l'alcool en provemance de la vigne (I, II) et
de le betterave (ITI) d'une part (plantes 03, dont le produit primaire
de la photosynthése est une molécule 3 trois atomes de carbone) et
l'alecol 2 base de caune & sucre ou de mafs (IV) d'autre part
(plantes 04, doat le prodult primaire est une molécule 2 quatre
caxbones). La critérs Lci est le taux global en carbone-13,

Il existe &galement une différence estre l'alcool en
provenance de 1la vigne (D et celui en provenznce de la betterave (III)
auési bien pour le deutérium que pour le carbone-13, Mais le taux
en deutérium est extrEmement sonsible aux facteurs extérieurs et
saispuniers. Il décroit particulidrement ’

- avec la latitude géographique

- avec 1'altitude '

- lorsque la température baisse

- lorsqu'on s'éloigne de l'influence waritime

- en passant de la Méditérranée 2 1'Océan Atlantique

- loreque le fruit est recueilli prématurément,

Le procédé selom l'invention convient Egalement pour
déterminer l'origine des acides gras. En plus de l'effet indiqué ci~
dessus pour les sutres substances (comportement des groupes 3 carac-—
tére hyﬁ:ophqbe et hydrophile), on a trouvé que pour un acide gfas natu—
Tel en provenance de plantes €3, 1'extrEmité hydrophobe est plus pauvre
en 130 que 1'extr8mit& hydrophile biem qu'il s'agisse éhimiqueﬁent des
weues :carboues (-CHZ—). On a8 constaté d’autre.par: une faible alternman-—
ce régulilre des abondances, de telle sorte gu'une semi-synth2se 3
partir de deux fractions naturelles peut Btre détecte par le procgdé

selon 1l'invention.

Le procédé selon l'invention a d'autzes applicarions dans
des domaines trds variés. On notera par exemple que le procédé de 1'in-
vention peut &tre utilisé pour déterminer les conditions de croissance
optimales d'une plante donnBe puisque 1l'on a constaté que la discrimi-
nation isotopique est minimale lorsgue les conditions Ecologiques d'une
plante sont.optimales. Un autre exemple d'application du procgdE est 1la
détermination des substances organiques de 1'animal pour déceler la ma-—
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nidre dont il a &té mourri. Certains métabolismes amormaux chez l'homme
et 1l'animal sont suceptibles d'Etre d&tectés par l'apelyse isotopiqua
positiennelle. Le procé&dé de 1'invention permet de pombreuses extensions

et est susceptible de devenir ainsi une "v&ritable radicgraphie de la
5 matidre organique"” .
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REVENDICATTIONS
1, Procédé pour identifier et, le cas €chéant, pour

déterminer quaptitativement les origines bio- et/ou techno-synthétiques
de substances prganiques en fonction de leur taux global et avant toyt
de leur matrice caractéristique de répsrtitiom 1ntramu1€cﬁ1aire en
isotopes légers, stables et wagndtiquement actifs, en particulier

en carbomne-13, caiaccérisé en ce qu'il consiste 2 déterwminer la
répartitiou isotopique positionnelle d'av woinms un isotope léger,
stable et magnétiquement aétif autre que le deutérium par résomance
magnétique nucléaire guantitative par trausformée de Fourier,

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce
qu'il consiste 3 enregistrer par résonance magnétique nucléaire
quantitative dans des conditions assurant ume sensibilitd suffisante
et une parfaite proportiommslité entre le nombre des noyaux résocunants
et l'amplitude du signal les spectres des woyaux comcernss, en partie
culier ceux du carbone-13, B calculer la surface des différentes

rﬁies et 3 comparer lesdites surfaces par rapport 8 la moyeune
desdites surfaces,

3. Proceéde selou 1l'une des revendications 1 oy 2, caractérisé
en ce que, lors de l'euregistrement du spectre R.M. N., le nombre de
passages accumulés est cowmpris entre 100 et SO 0DO, la régolution
numérique est comprise entre 0,8 et 0,05 Hz/point et en ce que l'angle
de nutation est de 90°.

&, Procédé ‘selon 1'une quelconque des revendications 1 a 3,
caractérxse en ¢e gque l'isotope aest le carboge-13 et en ce que le
aowbre de passages est compris entre 5 000 et 20 OO0, de. préférence

5 000, et la résolution pumérique est de 0,1 & 0,2 Hz/point.

5. Procédé selon 1'une quelconque des revendications 1 3 G,
caractérisé en ce que l'on calibre la sensibilite du spectromdtre
R.M,N., en fonction de la fréquence sur le domaine de fréquence
utilisg¢ et aux conditions d'enregistrement choisies, avec un uélange
de ‘calibrage coutenant des composés de composition isctopique

globale connye Cous miscibles entre eux, inertes les uns vis~a-vis

des autres, lesdits composés produisant chacun uge seule Taie en R.M.N,
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pour 1m isotope domn€, le mElange Etamt tel que les raies desdits com-
posés s;ient espacEes de fagon relativement réguliire sur toute la lar-
geur du spectre. '
6. Proc€dé selon 1'une quelcongue des revendications 1 3 5,
caractéris€ en ce qu'il consiste & déterminer la répartition isetopique
positionnelle du carbome-13 et en ce qu'il comprend en outre upe déter—
mination de la répartition isotopique positionnelle du deutérium.
7.. Procédé selon le revendication 5, caractéris@ en ce que
le mBlange de calibrage est un mélange dans l’eav lourde des compésés
suivants pour lesquels om a indiqué entre paranthises la position rela-
tive de leur signal par rapport au diméthylsulfoxyde exprimée en ppm
et comptée positivement vers les chawps faiblesy

— thiocyanate de sodium (+100 ppm)

- urée NBZ co NHZ (+ 70 ppm)
diméthylsulfoxyde (CH3)250
slycol (CH,0R), (- 13,6 ppm)
~ alcool mEthylique CH,OH (-~ 23,7 ppm)

3
en des quantités telles que chaque composé apporte la méme quantité

moiéire de carbone.

8. Procédé selon 1'une guelconque des revendications 1 3 7,
caractérisé en ce qu'il comporte en outre une étape de détermination
isotopique par spectrométrie de masee 3 d€sorption par champ.

9. Proc&dé selon la revendication !, caractdrisé en ce gu'en
procdde 3 wme wesure différentielle par rapport 2 une positiocun domnée
dans la mol&cule prise comme référence isotopique intemme.

10. Proc&d€ selon la revendication 1, caractérisé@ en ce qu'on
enregistre, dans des conditions identiques, les spectres en modules.
11, . Procdé selon la revendication 5, caract8risé em ce que
le calibrage interme du spectre est automatisé 3 l'aide d"une fonction
polynomiale de compensatiocn.

12. Procédé selon la revendicatiom 1, caractérisé ea ¢ce gqu’on
ut%}ise comme moyen standard d'analyse une matrice de répartition iso-
topique préd&terminde par la.formule chimique structurale, schéma iso-
topique interne selon lequel, en particulier pour 1’&lément carbone,
les groupes & caractére hydrophile et/ou facilement recyclables pendant
le mEtabolisme sont enrichis en isotope lourd par rapport & la teneur
isotopique moyenne de la moldcule, les groupes 3 caracti@re hydrophobe
par contre sont appauvris en isotope lourd.
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13, i Procédé selon 1'une quelconque des revendications 1 & 6,
caract8risé en ce que le spectromdtre est couplé avec un microproces-
seur dans lequel on mémorise des compositions isotopiques standard.
14, Mélange de calibrage pour la détermination de la répar-
tition isotopique du carbone-13, caractérisé en ce qu'il est un mélange
dens 1'eau lourde de :
=~ thiocyanate de sodium NaSCN (+ 100 Ppu)
| — urée NHZ co Ngz (+ 70 ppm)
P - diméthylsulfoxyde (CHS)ZSO
- glycol (CHZOI-I)2 (-~ 13,6 ppm)
~ alcceol méthylique CHBOH (- 23,7 ppm)
en des quantités telles que chaque composé apporte la meme quantitd
molaire de carbome.
15. : Tube de calibrage, confenant le mélange selom la reven-
dication 14, -

16. Tube de calibrage‘selon ila revendication 15, caractériss
en ce qu’il est scellé.

I
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